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^4 (54) Title: USE OF A TECHNICALLY MODIFIED CELL AS A VACCINE FOR TREATING TUMORAL DISEASE 

25 (54) Bezetchnung: VERWENDUNG EINER TECHNISCH VERANDERTEN ZELLE ALS VAKZINE ZUR BEHANDLUNG EI- 
NER TUMORERKRANKUNG 

IT) 

(57) Abstract: The invention relates to the use of a technically modified cell in the treatment of a tumoral disease. The technically 
^ modified cell is not derived from the respective tumoral disease. The invention also relates to a medicament for the prophylaxis, 
therapy and/or secondary prophylaxis of a tumoral disease, containing a technically modified cell. 

Q (57) Zusam menfassung : Die Erfindung betrifft die Verwendung einer technisch veranderten Zelle zur Behandlung einer Tumorer- 
krankung, wobei die technisch veranderte Zelle nicht von der jeweiligen Tumorerkrankung abgeleitet wurde, sowie ein Arzneimittel 
^ zur Prophylaxe, Therapie und/oder sekundaren Prophylaxe einer Tumorerkrankung enthaltend eine technisch veranderte Zelle. 
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Verwendung einer technisch veranderten Zelle als Vakzine zur Behandlung 

einer Tumorerkrankung 

5 Die Erfindung betrifft die Verwendung einer technisch veranderten Zelle zur Be- 
handlung einer Tumorerkrankung, wobei die technisch veranderte Zelle nicht von 
der jeweiligen Tumorerkrankung abgeleitet wurde, sowie ein Arzneimittel zur 
Prophylaxe, Therapie und/oder sekundaren Prophylaxe einer Tumorerkrankung 
enthaltend eine technisch veranderte Zelle. 

10 

Die Aktivierung des korpereigenen Tmmunsystems zur Behandlung und Preventi- 
on von Tumoren gilt als ein vielversprechender Ansatz in der modernen Krebs- 
therapie. Entsprechende Therapeutika werden allgemein als Vakzme/Tumor- 
vakzine bezeichnet Das Ziel einer Tumorvakzine ist es, eine Immunantwort aus- 
15 zulosen, die in der Lage ist, Tumorzellen spezifisch im Korper zu zerstoren. Hier- 
bei kann es sich sowohl um Tumorzellen des Primartumors als auch urn Metasta- 
sen des Tumors handeln. 

Einige dieser Therapien setzen einzelne oder mehrere Antigene ein, die als Protei- 
20 ne, Peptide oder DNA-Expressionsvektoren vorliegen. Derartige Vakzine konnen 
beispielsweise als Gemische einzelner Tumorantigene, z.B. Tumorzelllysate vor- 
liegen. 

Eine Gruppe von Tumorvakzinen bilden die zellularen Vakzinen, die allgemein 
25 als autologe und allogene Vakzine verwendet werden k6nnen (Pardoll DM (1998) 
Nat Med 4(5 Suppl):525-31; Wolchock JD und Livingston PO (2001) Lancet On- 
col 2 (4):205-ll; Schadendorf D et al. (2000) Immunol Lett 15;74(l):67-74) . 
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Bei der autologen Vakzine werden Zellen vom patienteneigenen Tumor fur die 
Herstellung der Vakzine verwendet Dabei werden die Tumorzellen dem Korper 
entnommen, ggf. kultiviert und/oder modifiziert (gentechnisch oder biochemisch) 
und beispielsweise durch Bestrahlung proliferationsinkompetent gemacht, bevor 
5 sie dem Patienten wieder verabreicht werden. Ziel ist es, dass hramanzellen, ins- 
besondere cytotoxische T-Zellen und Helfer-T-Zellen, die verabreichten Zellen 
erkennen und so eine Immunantwort auslosen, die sich dann auch gegen den Tu- 
mor bzw. davon abgeleitete Metastasen richten kann. 

10 Der Vorteil einer autologen Vakzine ist, dass die tfbereinstimmung der Tumor- 
antigene zwischen den Vakzine-Zellen und den zu bekampfenden Tumorzellen 
moglichst groB ist Der Nachteil ist, dass jeder Patient eine individuell produzierte 
Vakzine benotigt und die Zeit, die zur Produktion einer solchen Vakzine benotigt 
wird, unter Umstanden lang ist. Da die Mortalitat von Tumorpatienten in vielen 

15 Tumorindikationen sehr hoch ist, ist eine lange Pause zwischen Diagnose/ Vorbe- 
reitung einer Therapie z.B. durch Entnahme von Zellen und einer anschlieflenden 
Vakzinierung nicht tolerierbar. Dariiber hinaus ist eine individuelle Vakzine hSu- 
fig aus Kostengrunden nicht realisierbar. 

20 Eine Alternative zur autologen Vakzinierung ist die sog. allogene Vakzinierung, 
d.h. die Immunisierung mit Zellen, die nicht vom selben Patienten, aber vom sel- 
ben Tumortyp stammen. Bei dieser Vakzinierungsfonn unterscheiden sich die 
Vakzinezellen von den korpereigenen Tumorzellen des Patienten in zweierlei 
Hinsicht Zum einen besitzen sie in der Regel nicht die identischen Transplantati- 

25 onsantigene (MHC-Gene), die bei der Interaktion zwischen Vakzinezelle und T- 
Zellen eine Rollte spielen. Zum anderen unterscheiden sich die Vakzinezellen und 
die zu bekampfenden Tumorzellen in dem Muster der exprimierten Tumorantige- 
ne, da Tumorzellen unterschiedlichen Ursprungs auch unterschiedliche Tumoran- 
tigene exprimieren. Da sich die durch die Vakzinierung erhoffte Immunreaktion 

30 jedoch gegen bestimmte Tumorantigene richtet, ist eine moglichst groBe tfberlap- 
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pung der Tumorantigenmuster bei allogenen Vakzinen fur die Wirkung der Vak- 
zine erwiinscht bzw. notwendig. 

Es konnte im Stand der Technik gezeigt werden, dass Tumorzellen desselben 
5 Typs ahnliche Tumorantigenmuster exprimieren. Beispielsweise ist fur das Me- 
lanom bekannt, dass Melanomzelllinien zumeist die Tumorantigene Tyrosinase, 
MARTI /MelanA, Ny-ESO-1, MAGE3 und gplOO exprimieren (Peter I et al. 
(2001) Melanoma Research 11, 21-30). Diese Erkenntnis macht somit das Prinzip 
der allogenen Vakzinierung erst praktikabel, da eine groBe Wahrscheinlichkeit 
10 besteht, dass ausreichend viele Tumorantigene zwischen Vakzinezelle und zu be- 
kampfender Tumorzelle identisch sind 

Weitere Kriterien flir die Auswahl einer geeigneten Zelllinie fur eine allogene 
Vakzine sind meist die Expressionsnivieaus der Tumorantigene sowie die Expres- 
15 sion weiterer Gene, z.B. der MHC Molekule der Klassen 1 und 2, deren Haploty- 
pen oder das Fehlen immuninhibitorischen Molekule (wie IL10, TGF-p und Fas- 
Ligand), 

Die Vorteile von allogenen Vakzinen sind, dass Patienten sofort bei gewunschtem 
20 Therapiebeginn geimpft werden kannen, da im Gegensatz zur autologen Vakzi- 
nierung die Vakzine nicht individuell hergestellt werden muss. Daruber hinaus 
kann potentiell jeder Patient geimpft werden, wohingegen bei einer autologen 
Vakzine eine Anzahl von Patienten nicht geimpft werden konnen, da die Erfblgs- 
rate fur die Kultivierung von Tumorzellen des Patienten zumeist weit unter 100 % 
25 liegt und ein Teil der Patienten bis zur Bereitstellung der Vakzine nicht mehr the- 
rapierbar ist. 

Dennoch gibt es auch bei Ansatzen mit allogener Vakzinierung die Schwierigkeit, 
dass fur jeden Tumortyp eine spezifische allogene Zelllinie erforderlich ist, urn 
30 eben wie oben erlautert eine mSglichst grofie Cfberlappung der Tumorantigenmu- 
ster zu gewahrleisten. Die Entwicklung einer spezifischen allogenen Vakzine ist 
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aus kommerziellen Gesichtspunkten bei verschiedenen Tumortypen mit eher nied- 
rigen Patientenzahlen allerdings unattraktiv. Und auch fur groflere Indikationen 
ware es insbesondere aus wirtschaftlichen Interessen vorteilhaft, nur ein Vakzine 
fur so viele Patienten bzw. Tumoarten wie moglich zu besitzen. 

5 

Daher beruht die der Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe darin, eine Vakzine 
zu entwickeln, die fur eine groJie Zahl verschiedener Tumorerkrankungen und 
eine grofie Zahl von Tumoipatienten geeignet ist. 

10 ErfindungsgemaB wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung einer technisch 
veranderten Zelle zur Herstellung einer Vakzine zur Behandlung oder Vor- 
beugung einer Tumorerkrankung, wobei die technisch veranderte Zelle nicht von 
der jeweiligen Tumorerkrankung abgeleitet ist 

15 Unter einer technisch veranderten (dt. Obersetzung von engineered) Zelle gemaB 
der vorliegenden Erfindung wird eine Zelle verstanden, die aus einem Organismus 
isoliert wurde und an die Kultivierung in Zellkultur adaptiert wurde. Hierunter 
sind MaBnahmen der Subklonierung, Adaptation an bestimmte Wachstums- 
bedingungen wie Temperatur, Medien oder MedienzusStze we Wachstums- 

20 faktoren, Cytokine etc. zu verstehen. Technisch veranderte Zellen sind damit auch 
Zellen, die mit loslichen Stoffen wie Wachstumsfaktoren oder Cytokine behandelt 
wurden und die daraufhin ein anderes Expressionsmuster beziiglich eines Proteins 
zeigen. 

25 Ferner konnen derartige technisch veranderte Zellen gentechnisch verandert wor- 
den sein. Gentechnische Veranderungen umfassen das Einschleusen von geneti- 
schem Material in Form von DNA oder RNA, beispielsweise zur Expression von 
Transgenen. 
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Bevorzugt handelt es sich bei der technisch verSnderten Zelle urn eine eukaryonti- 
sche Zelle, besonders bevorzugt um eine Saugerzelle, insbesondere urn eine hu- 
mane Zelle. 

5 Insbesondere betrifft der Ausdruck „technisch veranderte Zelle* 6 aus Tumoren 
gewonnenen Zellen sowie von Tumorzellen abgeleitete Zelllinien. 

Im Sinne der Erfindung bedeutet „abgeleitet", dass ausgehend von einer einzelnen 
Tumorzelle bzw. einzelnen Tumorzellen eine oder mehrere Zelllinie(n) generiert 
1 0 wird (werden). Derartige Verfahren sind im Stand der Technik beschrieben. 

Im Sinne der Erfindung bedeutet „Tumorzelle" sowohl eine direlct aus dem Tumor 
gewonnene Zelle als auch eine Zelle, die von der aus dem Tumor gewonnenen 
Zelle abgeleitet wurde, indem die aus dem Tumor gewonnene Zelle weiterkulti- 
15 viert wurde. Verfahren zur Kultivierung von Zellen aus Tumoren sind im Stand 
der Technik bekannt 

Die erfindungsgemafle Verwendung technisch veranderter Zellen zur Herstellung 
einer Vakzine hat den Vorteil, dass die hergestellte Vakzine fur die Behandlung 
20 verschiedener Tumorerkrankungen geeignet ist Dieser neuartige Vakzinierungs- 
ansatz ermoglicht es, die Entwicklungs- wie auch die Herstellungskosten von 
Vakzinen insbesondere bei selteneren Tumorindikationen dramatisch zu reduzie- 
ren und macht somit eine Entwicklung erst okonomisch attraktiv. 

25 Eine bevorzugte technisch veranderte Zelle gemaB der vorliegenden Erfindung ist 
eine Zelle, die mindestens ein, vorzugsweise mehrere Tumorantigene insbesonde- 
re endogen (also nicht flber eine gentechnische VerSnderung eingebracht) expri- 
miert. 

30 GemSfi einer bevorzugten AusfUhrungsform exprimiert die Zelle embryonale Tu- 
morantigene. 
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GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsfomi exprimiert die Zelle min- 
destens 4, bevorzugt mindestens 7, insbesondere mindestens 10 Tumorantigene 
ausgewShlt aus der Gruppe enthaltend Ny-ESO-1, CEA1, CEA2, CEA3, a-feto 
5 Protein, MAGE X2, BAGE, GAGE1, GAGE2, GAGE3, GAGE4, GAGE5, 
GAGE6, GAGE7, GAGE7a, GAGE8, MAGE A4, MAGE A5, MAGE A8, 
MAGE A9, MAGE A10, MAGE Al 1, MAGE A12, MAGE1, MAGE2, MAGE3, 
MAGE3b, MAGE4a, MAGE4b, MAGES, MAGE5a, MAGESb, MAGE6, 
MAGE7, MAGE8, MAGE9, PAGE1, PAGE4, CAMEL, PRAME, LAGE1, 
10 gpl00undp53. 

Es wurde gezeigt, dass wahrend der Tumorentwicklung die charakteristischen 
Gene, die im Endstadium des Tumors exprimiert sind, embryonale Tumorantigene 
wie Proteine der oben genannte Gruppe sind, insbesondere Proteine der MAGE- 

15 FamiUe, CEA, NY-ESO-1 und a-feto Protein. Die Auswahl einer Vakzinezelle 
hinsichtlich der Expression dieser embryonalen Tumorantigene lenkt somit die 
Immunantwort spezifisch auf Tumoren im Endstadium (bzw. weniger differen- 
zierte Tumore) und/oder Metastasen. Im Gegensatz dazu sind zellulare Vakzine, 
die aus starker differenzierten Tumoren, also friiheren Tumorstadien, hergestellt 

20 wurden, nur gegen solche starker differenzierten Tumore gerichtet, was insbeson- 
dere zu einer ,,Fluchtmoglichkeit" ftir Metastasen fuhrt, da diese in der Regel 
kaum noch differenziert sind. Daher sind bevorzugte Tumorantigene einer zellula- 
ren Vakzine solche der MAGE-Familie, CEA, NY-ESO-1 und a-feto Protein. 

25 Technisch veranderte Zellen gemaB der vorliegenden Erfindung sind vorzugswei- 
se Tumorzellen, vor allem Hodentumorzellen (siehe z.B. Klade CS et al. (2002) 
Int J Cancer 10, 97: 217-24) oder embryonale Tumorzellen (Rossant J. and Pa- 
paioannou V.E. (1984) Cell Differ 15(2-4):155-61; Damjanov, I. (1990) Cancer 
Surv. 9(2): 303-19), sowie von derartigen Tumoren abgeleitete Zellen. Hodentu- 

30 morzellen umfassen Tumorzellen von geminativen Hodentumoren, von einem 
Seminom, von einem embryonalen Karzinom oder einem entdifferenzierten Te- 
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ratom oder Teratokarzinom, und Chorionkarzinom. Insbesondere bevorzugt sind 
Zellen abstammend von einem. embryonalen Karzinom oder einem Teratokarzi- 
nom. 

5 Damit betrifft die Erfindung insbesondere die Verwendung einer Hodentumor- 
zelle, einer embroyonalen Tumorzelle oder von Zellen aus von Hodentumorzellen 
oder embryonalen Tumorzellen abgeleiteten Zelllinien zur Herstellung einer Vak- 
zine zur Vorbeugung oder Behandlung einer Tumorerkrankung, wobei die ver- 
wendete Zelle und die Tumorerkrankung nicht vom gleichen Tumortyp stammen. 

10 

ttberraschenderweise sind Hodentumorzellen oder embryonale Tumorzellen zur 
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer groBen Vielfalt verschiede- 
ner Tumortypen ganz besonders geeignet, da sie in der Lage sind, eine Vielzahl 
von verschiedenen T-Zellen zu aktivieren. Diese besondere Eignung liegt insbe- 
15 sondere daran, dass diese Tumorzellen eine groBe Anzahl an embryonalen Anti- 
genen exprimierten, die von differenzierten Zellen nicht mehr exprimiert werden. 
Diese Antigene werden durch diese Zellen prasentiert und konnen in einer Vakzi- 
nierungssituation eine spezifische Iminunreaktion auslOsen, die gegen sfcntliche 
Zellen gerichtet ist, die diese embryonalen (Tumor-)Antigene exprimieren. 

20 

Da - wie oben beschrieben - Tumoren bzw. Metastasen wahrend ihrer Tumorent- 
wicklung eine zunehmende Anzahl embryonaler (Tumor-)Antigene exprimieren, 
ist die WahrscheinUchkeit besonders groB, dass eine gewisse Obereinstimmung 
der exprimierten Antigene zwischen VakzinzeUe und Tumorzelle vorliegt und 
25 somit eine spezifische Immunantwort gegen die Tumorzelle ausgelost wird. 

Basis dieses Mechanismus ist, dass die negative Selektion der spezifischen T- 
ZeUen gegen die "Selbst-Antigene" erst stattfindet, nachdem die Expression der 
embryonalen Antigene abgeschaltet wurde (Janeway C. et al. (1999) Immuno- 
30 biology: the immune system in health and disease, 4 th ed., Current Biology Publi- 
cations, New York, insbesondere Seiten 227, 233, 241-257). Ware dies nicht der 
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Fall, so ware der Koiper prinzipiell nicht in der Lage, eine Immunantowrt gegen 
ein embryonales Antigen zu generieren. 

Darttber hinaus ktinnen immortale Zellen, die vorzugsweise eine grofle Zahl von 
5 Tumorantigenen exprimieren, verwendet werden. Methoden zur Immortalisierung 
solcher Zellen sind im Stand der Technik z.B. aus WO 97/00946 oder Katakura Y. 
et al. (1998, Methods Cell Biol. 57:69-91) bekannt Vorzugsweise konnen 
Stammzellen, besonders embryonale Stammzellen, verwendet werden. 

10 ErfindungsgemaJi ist es mSglich, die Immunogenitat der Vakzinezellen dadurch 
zu verbessern, dass sie Cytokine, Chemokine und/oder kostimulatorische Mole- 
kiile exprimieren. 

Bevorzugte technisch veranderte Zellen sind solche, die durch genetische Modifi- 
15 kation verandert wurden. Solch eine genetische Modifikation kann beispielsweise 
zu einer Immortalisierung der Zellen oder dem Ausschalten bzw. Herunter- 
regulieren der Expression bestimmter ungewiinschter Gene wie z.B. immuninhibi- 
torischer Molekiile (wie IL10, TGF-p und Fas-Ligand) jfuhren. Ferner konnen die 
Zellen so modifiziert werden, dass sie ein oder mehrere Molekiile aus der Grup- 
20 pen enthaltend Cytokine, Chemokine und/oder kostimulatorische Molekiile ex- 
primieren. 

Methoden zum Ausschalten bzw. Herunterregulieren der Expression von Genen 
sind dem Fachmann bekannt Als Beispiel sind hier Ribozyme (Usman N. und 
25 Bltt L.M. (2000) J. Clinical Investigation 106(10): 1197-1202), antisense RNAs 
(Branch A.D. (1996) Hepatology 24: 1517-29) oder die RNAi-Technologie 
(Tuschl T. et al. (1999) Genes & Development 13: 3191-3197, O'Neil NJ. et al, 
(2001) Am. J. Pharmacogenomics 1(1): 54-53) zunennen. 



30 Die Cytokine und/oder Chemokine konnen ausgewahlt werden aus der Gruppe 
enthaltend GM-CSF, G-CSF, IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL9, IL10, 
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IL11, IL12, IL13; IL14, IL15, IL16, IL17, IL18, IL19, IL20, IL21, IL22, IFNa, 
EFNp, IFNy, Flt3 L, Flt3, TNFa, RANTES, MPla, MIPlp, MEPly, MIP15, 
MIP2, MIP2a, MIP2p, MP3a, MIP3P, MIP4, MIP5, MCP1, MCPip, MCP2, 
MCP3, MCP4, MCP5, MCP6, 6cykine, Dcckl und DCDF. Bevorzugte Cytoki- 
5 ne/Chemokine sind GM-CSF, RANTES und/oder MlPla. 

Kostimulatorische Molekiile konnen ausgewahlt werden aus der Gruppe entbal- 
tend B7.1, B7.2, CD40, Light, Ox40, 4.1.BB, Icos L, SLAM, ICAM 1, LFA-3, 
B7.3, CD70, HSA, CD84, CD7, B7 RP-1 L, MAdCAM-1, VCAM-1, CS-1, 
10 CD82, CD30, CD120a, CD120b, TNFR-RP, CD40L, Ox40L und Rae-1, wobei 
B7.1 und B7.2 bevorzugte kostimulatorische Molekiile sind. 

Eine weitere Ausfuhrungsform dieser Erfindung ist, dass solche exprimierten 
Cytokine, Chemokine oder kostimulatorischen Molekiile nmtiert sind. Solche 
15 Mutationen beinhalten, ohne darauf beschrankt zu sein, Punktmutationen, Dele- 
tionen, Insertionen oder Fusionen mit anderen Peptiden oder Proteinen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kann die technisch veran- 
derte Zelle auch ein Fusionsprotein aus den oben genannten Cytokinen, Chemoki- 

20 nen oder kostimulatorischen Molekiilen exprimieren. Ferner ist erfindungsgemaB 
eingeschlossen, dass die Zelle funktionelle Varianten der oben genannten Poly- 
peptide exprimiert, wobei sich funktionelle Varianten dadurch auszeichnen, dass 
sie im Wesentlichen die gleiche biologische Aktivitat wie die genannten Polypep- 
tide aufweisen. Im Stand der Technik sind zu den jeweiligen Polypeptiden Tests 

25 bekannt, mit deren Hilfe die Polypeptide nachgewiesen bzw. deren jeweilige Ak- 
tivitat gemessen werden kann. 



GemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform exprimiert die technisch 
veranderte Zelle B7.2 und GM-CSF, da die Kombination dieser beiden Molekiile 
30 zu einer tiberraschend hohen Wirksamkeit der Vakzine fiihrt 
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Verfahren zur genetischen Veranderung von Zellen sind im Stand der Technik gut 
bekannt. Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind Zellen, die mit mindestens einer 
Nukleinsaure stabil transfiziert sind, die fiir mindestens ein Cytokin, Chemokin 
oder kostimulatorisches Molekiil kodiert. Das bedeutet, dass die far ein solches 

5 Cytokin, Chemokin oder kostimulatorisches Molekiil kodierende Nukleinsaure in 
das Genom der Zelle integriert ist und daher wahrend des S-Phasen-Ubergangs 
der Zelle dupliziert nnd auf die Tochterzellen im Rahmen der normalen Chroma- 
tidentrennung weitergegeben wird. Dariiber hinaus konnen stabil transfizierte 
Zellen durch episomale NuWeinsauren erhalten werden, die einer von der Zellre- 

10 plikationmaschinerie unabhangigen Replication unterliegen. Beispiele fur solche 
autonomen Replikationssysteme sind z.B. virale Replikationssysteme enthaltend 
ein Initiatorprotein wie SV40 large T-Antigen oder EBNA1 und einen Replikati- 
onsstartpunkt wie S V40ori oder EBV oriP. 

15 Eine andere Moglichkeit, urn die Expression solcher Cytokine, Chemokine oder 
kostimulatorischen MolekOle zu erhalten, ist ein episomal replizierendes Plasmid, 
das einen selektierbaren Marker enthalt, und die Selektion auf diesen Marker. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die Expression solcher Cytoki- 
20 ne, Chemokine oder kostimulatorischen Molektile durch einen konstitutiven Pro- 
motor, beispielsweise den CMV Promoter (Vincent et al (1990) Vaccine 90, 353, 
den SV40-Promotor (SamulsM et al (1989) J Virol 63, 3822) oder den LTR- 
Promoter von Retroviren (Lipkowski et al (1988) Mol Cell Biol 8, 3988), durch 
einen induzierbaren Promoter, beispielsweise den tet-Promotor, und/oder durch 
25 einen gewebespezifischen Promoter, beispielsweise den Elongation Factor Pro- 
motor, den Ig Promoter oder den IL2/NFAT Promoter, kontrolliert. 

Zur Transfektion der technisch veranderten Zellen kann ein Standardplasmid ver- 
wendet werden, das eine kodierende Nukleinsaure, vorzugsweise eine DNA, und 
30 zumindest ein regulatorisches Element wie einen Promoter oder einen Enhancer 
enthalt. Die Transfektion kann beispielsweise durch Calciumphosphat- 
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Transfektion, Elektroporation oder liposomale Transfektion durchgefuhrt werden. 
Daruber hinaus konnen zur Transfektion der Zellen virale Vektoren wie bei- 
spielsweise das Herpes Simplex Virus (HSV), Amplicon, adenoassoziiertes Virus 
(AAV), ein Adenovirus oder Retrovirus verwendet werden. Beispielsweise offen- 
5 bart US 6,171,597, das hiermit als Referenz eingeschlossen wird, geeignete AAV- 
Vektoren zur Herstellung von Zellen, die mindestens ein Cytokin exprimieren. 

AAV ist zur Transfektion der Zellen deshalb bevorzugt, da sich dieses Virus be- 
sonders gut fur die Integration von Transgenen in das Zellgenom eigne! Bevor- 

10 zugt liegt/liegen das/die Transgene integriert in die AAV-S1 Akzeptorstelle vor, 
insbesondere in Form von Konkatemeren. Eine Integration von Konkatemeren 
des/der TTansgene hat den Vorteil, dass eine derartige Vervielfachung der Gene zu 
einer starkeren Expression der Transgene fuhrt. Sofern sich die technisch veran- 
derte Zelle nicht durch einen natUrlich vorkommenden AAV-Serotyp, insbesonde- 

15 re AAV-2, infizieren lasst, so konnen Kapsidmutanten hergestellt werden, mit 
Hilfe derer eine Infektion der Zelle durchgefthrt werden kann (siehe WO 
99/67393). 

Bevorzugte Tumorkrankheiten, die behandelt werden konnen, sind Melanom, Ei- 
20 erstockkrebs, Brustkrebs, Kolonkarzinom, Leukamie, Lymphom, Nieren- 
karzinom, Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, zervikales Karzinom, Neuro- 
blastom, Osteosarkom, Thymom, Hepatom, Kehlkopfkrebs, Analkrebs, Magen- 
krebs, Schilddnisenkrebs, Seminom, Bauchspeicheldriisenkrebs, Mesotheliom 
und/oder Gehirntumor. 

25 

Eine solche Behandlung kann mit Chemotherapie, Bestrahlungstherapie oder ei- 
ner chirurgischen Entfernung des Tumors oder einer Metastase kombiniert wer- 
den. 

30 Solche Zellen konnen als Arzneimittel verwendet werden, das als prophylaktische 
Vakzinierung, als eine Therapie bei einem vorhandenen Tumor oder als eine se- 
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kundare Prophylaxe angewandt wird, wobei der primare Tumor und/oder eine 
oder mehrere Metastasen durch einen chirurgischen Eingriff, Chemotherapie oder 
Bestrahlung entfernt wurden und das Risiko fur das Wiederauftreten eines Tumors 
reduziert werden soli. 

5 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsforru ist die erfindungsgemafi verwendete 
Zelle proliferationsinkompetent, beispielsweise durch Bestrahlung oder chemi- 
sche Inaktivierung. Es ist beispielsweise bekannt, dass Tumorzellen durch eine 
gamma-Bestrahlung mit 25-100 Gy proliferationsinkompetent werden (siehe z.B. 
10 WP 97/32988). Ptir eine chemische Inaktivierung kann beispielsweise die Zugabe 
von 40 ng/ml Mitomycin verwendet werden. Unter „proliferationsinkompetent" 
wird erfindungsgemafi verstanden, dass die Tumorzelle nicht mehr in der Lage ist, 
zu proliferieren. 

15 Die durch die erfindungsgemaJJe Verwendung hergestellte Vakzine dient dazu, im 
Patienten eine Immunantwort auszulosen. In manchen Fallen ist es dazu nicht 
erforderlich, dass das Arzneimittel zusatzlich ein Adjuvans enthalt Dabei ist im 
Rahmen der Erfindung ein Adjuvans als eine Verbindung definiert, welche das 
Auslosen einer Immunantwort verstarken kann. 

20 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt das Arzneimittel zusatzlich 
ein Adjuvans, das ausgewahlt ist aus der Gruppe enthaltend AlOH, CpG, doppel- 
strangige RNA; oxidiertes oder reduziertes Glutathion, BCG, Salmonella, kom- 
plettes Freundsches Adjuvans, inkomplettes Freundsches Adjuvans, Cytokine 
25 oder Chemokine wie z.B. losliche Proteine, Iscome oder spezLEsche Antikoiper 
fur CD40, toll-artige Rezeptoren (stimulierend) oder CTLA4 (blockierend). 

Vorzugsweise werden solche Adjuvantien verwendet, die als Toll-Like-Receptor- 
Agonisten wirken. Dies sind z.B. CpG Oligonukleotide. Hierbei handelt es sich 
30 um Oligonukleotide, die mindestens ein CpG Motiv enthalten (siehe z.B. Wagner 
H (2001) Immunity 14, 499-502). Ferner fallen unter diese Definition Lipopoly- 
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saccharide (LPS) bzw. Komponenten davon, wie z.B. der Lipid A-Anteii oder der 
Poly- oder Oligosaccharidanteil. LPS sind die hauptsachlichen AuGenmembran- 
komponenten von nahezu alien Gram-negativen Bakterien und sind dafiir bekannt, 
als starke Stimulatoren des Immunsystems zu wirken. LPS bestehen aus einer 
5 Poly- oder OHgosaccharidregion, die durch das Lipid A in der aufieren Bakteri- 
enmembran verankert sind. Die spezifische, zellulare Erkennung des LPS/Lipid A 
wird durch die gemeinsame extrazellulare Interaktion des LPS binding protein, 
dem membrangebundenen oder der loslichen Form von CD14 und dem Toll-like 
receptor 4*MD2-Komplex vermittelt Dies fuhrt zu einer raschen Aktivierung 
10 eines intrazellularen Signalnetzwerks, das zu der Signaltxansduktionskaskade ho- 
molog zu dem von IL-1 und IL-8 fuhrt (Alexander C and Rietschel ET (2001) J 
Endotoxin Res 7, 3, 167-202). 

Ferner umfasst die Erfindung die Verwendung eines Adjuvans, das von Bacillus 
15 Calmette-Guerin cell wall skeleton (BCG-CWS) abgeleitet ist. Von BCG-CWS ist 
bekannt, dass es ein Ligand der Toll-like Rezeptoren 2 und 4 ist und die Differen- 
tierung von Immunzellen auslosen kann (Matsumoto M et al (2001) Int Lnmuno- 
Pharmacol 1, 8, 1559-69). 

20 Ferner umfasst die Erfindung die Verwendung von mindestens einem Super- 
antigen als Adjuvans. Superantigene sind Antigene, die direkt an T-Zellrezeptoren 
und MHC-Molekule binden und eine direkte Aktivierung der T-Zellen bewirken. 
Von diesen ist bekannt, dass diese auch eine adjuvante Wirkung haben konnen 
(siehe z.B. Okamoto S et al (2001) Infect. Immun. 69,11, 6633-42). Bekannte Su- 

25 perantigene sind zJB. Staphylococcus aureus Enterotoxine A, B, C, D und E 
(SEA, SEB, SEC, SED, SEE), Staphylococcal aureus toxic shock syndrome toxin 
1 (TSST-1), Staphylococcal exfoliating toxin oder Streptococcal pyrogenic exoto- 
xins. 

30 Eine weitere erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform ist die Verwendung von Agen- 
tien, die die Signaltransduktionskaskade von CTLA-4 inhibieren. Dabei kann es 
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sich urn Antikorper oder Antikorperfragmente handeln, die spezifisch an die ex- 
trazellulare Domane von CTLA-4 binden und dessen Signaltransdnktionskaskade :: 
inhibieren. Die Generierung bzw. das Screening derartiger Antikorper bzw. Anti- 
korperfragmente ist dem Fachmann bekannt (siehe z.B. WO 0032231). Weitere 
5 Agenzien, die geeignet sind, CTLA-4 zu binden und dessen Signaling zu inhibie- 
ren, sind kleine organische Molekule, Peptidanaloga oder losliche T- 
Zellrezeptoren (siehe WO 97/20574). 

Die Herstellung von Vakzinen enthaltend erfindungsgemaBe technisch verSnderte 
10 Zellen bzw. deren Einsatz bei der erfindungsgemaBen Verwendung erfolgt in ub- 
licher Weise anhand gelaufiger pharmazeutisch-technologischer Verfahren. Dazu 
werden die technisch veranderten Zellen zusammen mit geeigneten, pharma- 
zeutisch annehmbaren Hilfs- und Tragerstoffen zu den fQr die verschiedenen Indi- 
kationen und Applikationsorte geeigneten Arzneiformen verarbeitet 

15 

-.•■-<« 

Bevorzugte Hilfs- und Tragerstoffe sind Additive, Stabilisatoren und/oder Binde- 
mittel. Hierzu zahlen insbesondere Proteine, Peptide und Aminosauren wie z.B. 
humane Plasmaproteine, insbesondere Albumin, aber auch rekombinantes Serum- 
albumin, des Weiteren Proteaseinhibitoren wie z.B. Aprotinin, e-Amino- 
20 carponsaure, Pepstatin A, EDTA oder EGTA. Ferner gehoren zu dieser Gruppe 
Salze wie insbesondere Natriumchlorid, Natriumoctanoat, Natriumcaprylat und 
Natriumacetyltryptophanat. Weitere geeignete Zusatze sind Ethanol oder DMSO. 

Zur Einstellung des pH-Wertes kSnnen beispielsweise osmotisch wirksame Sau- 
25 ren und Laugen, z.B. Salzsaure, Zitronensaure, Natronlauge, Kalilauge, Natrium- 
hydrogencarbonat, ferner Pufifersysteme, wie z.B. Citrat, Phosphat, Tris-Puffer, 
HEPES-Puflfer, MOPS-Puffer oder Triethanolamin verwendet werden. 

Eine bevorzugte Formulierung einer erfindungsgemaJien Vakzine enthalt ca. 10 6 
30 bis 5x1 0 8 Zellen in einem Volumen von 0,1 bis 10 ml, insbesondere 0,5 bis 5 ml 
einer physiologischen Kochsalzlosung mit Hilfs- und Tragerstoffen, z.B. einer 
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Infusionslosung. Geeignete Infusionslosungen sind z.B. „Human Albumin 20% 
Immuno" von Baxter, UnterschleiBheim (1000 ml InfUsionslosung enthalten: 200 
g Plasmaproteine vom Menschen mit mind. 95% Albumin, 3,0 g Natriumchlorid, 
2,7 g Natriumoctanoat, 4,3 g Natriumacetyltryptophanat) oder „Human-Albumin 
5 20 % Behring" von Aventis Behring, Marburg (1 000 ml Infiisionlosung enthalten: 
200g Plamaproteine vom Menschen mit mind. 96% Albumin, 125 mmol Natrium- 
Ionen, max. 2 mmol Kalium-Ionen, max. 2 mmol Calcium-Ionen, max. 100 mmol 
Chlorid-Ionen, 16 mmol Octanoat-Ionen, 16 mmol N^Actyl-D-ZL-Tryptophanat). 

10 Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Arzneimittel zur Prophylaxe, Therapie 
und/oder sekundaren Prophylaxe einer Tumorerkrankung enthaltend eine wie 
oben definierte technisch veranderte Zelle. 

GemalJ einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das Arzneimittel zusatzlich 
15 mindestens ein Adjuvans ausgewahlt aus der Gruppe enthaltend CpG, oxidiertes 
oder reduziertes Glutathion, BCG, Salmonella, komplettes Freundsches Adjuvans, 
inkomplettes Freundsches Adjuvans, Cytokine oder Chemokine, z.B. losliche 
Proteine, Iscome oder spezifische Antikorper gegen CD40, Toll-artige Rezeptoren 
(aktivierend) oder CTLA4 (blockierend). 

20 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Arzneimittel dazu 
geeignet, subkutan, intrakutan, intravenos oder intranodal verabreicht zu werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist der Patient ein Sau- 
25 getier, vorzugsweise ein Mensch. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Verfahren zur Behandlung oder Vorbeu- 
gung einer Tumorerkrankung, bei dem einem Patienten eine wirksame Menge 
einer technisch veranderten Zelle verabreicht wird, wobei die technisch veranderte 
30 Zelle nicht von der j eweiligen Tumorerkrankung abgeleitet wurde. 
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Die oben aufgefuhrten Ausfuhnuigsformen der erfindungsgemaBen Verwendung 
gelten auch fur das erfindungsgemaBe Verfahren. 

Wie oben im Detail ausgefiihrt hat es sich im Rahmen der Erfindung uberraschen- 
5 derweise herausgestellt, dass Zellen, die embryonale Tumorantigene exprimieren, 
besonders fur die Behandlung von Tumoren im Endstadium geeignet sind. 

Daher betrifft die Erfindung auch die Verwendung einer mindestens ein embryo- 
nales Tumorantigen exprimierenden Zelle zur Herstellung einer Vakzine zur Be- 
10 handlung von Tumorerkrankungen im Endstadium, wobei die Zelle nicht von der 
jeweiligen Tumorerkrankung abgeleitet wurde. 

Gem&B einer bevorzugten Ausfiihrungsform exprimiert die Zelle mindestens 3 
embryonale Tumorantigene. 

15 

Die oben aufgefuhrten Ausfuhrungsformen der anderen erfindungsgemaBen Ver- 
wendung gelten auch fur diese erfindungsgemaBe Verwendung. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie zu be- 
20 schrankeiL 
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Beispiell 

Expression von Tumorantigenen durch embryonale Tumorzelllinien 

Um zu untersuchen, ob prinzipiell eine Hodentumor- oder embryonale Tumor- 
5 zelllinie dazu geeignet ist, wurde untersucht, ob diese tatsachlich mehr Tumoran- 
tigene exprimiert als Tumorzellen von herkommlichen soliden Tumoren. Folgen- 
de Zelllinien wurden untersucht: 



F9 Embryokarzinom (Haplotyp: H2-b) (ATCC CRL-1720) 

10 B16F10 Melanom (C57/B16, H2-b) (ATCC CRL-6475) 

CT26 Kolonkarzinom (Balb/c, H2-d) (ATCC CRC 2638) 

K1735 Melanom (C3H, H2-k) (Staroselsky AH et al. (1991) Cancer Res. 
51,6292-98) 

Renca Nierenkarzinom (Balb/c, H2-d) (Murphy, GP and WJ Hrushesky 

15 (1973) J Natl Cancer Inst 50:1013-25). 



Die Analyse hinsichtlich der Expression bekannter Tumorantigene erfolgte mittels 
der Array-Technologie von Affyrnetrix (Santa Clara, CA, USA). Hierzu wurden 
50 \ig Gesamt-RNA der oben genannten Zellen mittels RNeasy Mini Saulen (Qia- 

20 gen, Hilden) gemaB den Anweisungen des Herstellers gereinigt. 5 \ig der gerei- 
nigten Gesamt-RNA wurden eingesetzt, um den ersten und zweiten Strang der 
cDNA zu synthetisieren. AnschlieiJend wurde diese cDNA eingesetzt, um bio- 
tinylierte cRNA-Proben herzustellen, wie dies vom Hersteller Affyrnetrix emp- 
fohlen ist. 15 ng der fragmentierten, markierten cRNA wurde zur Hybridisierung 

25 von Gene Chip® Arrays verwendet, die das Mausgenom reprasentieren (U74A). 
Anschliefiend wurden die Hybridisieru7ngssignale mit einem Biotin-markierten 
anti-Streptavidin-Antikorper und durch einen weiteren SAPE-Farbungsschritt 
verstSrkt. Die Daten wurden mittels Microarray Suite und Data Mining Tool 
Software (Affyrnetrix) analysiert. Der verwendete Chip U74A reprasentiert 
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12.588 Transkripte des murinen Genoms, die sich aus ca. 6000 funktionell cha- 
rakterisierten Sequenzen der Maus UniGene Datenbank(Build 74) und weiteren 
ca. 6000 EST Klustern zusanunensetzen. 

5 Mittels dieser Technologie wurden die Zelllinien F9, B16F10, CT26, K1735 und 
Renca verglichen. Hinsichtlich der exprimierten, bekannten Tumorantigene 
konnte gezeigt werden, dass F9-Zellen nahezu alle bekannten Tumorantigene, auf 
die in dem Array getestet wurde, exprimieren, hingegen die Zellen B16F10, 
CT26, K1735 und Renca eine Reihe von wichtigen Tumorantigen nicht exprimie- 
10 ren. 



Tumorantigene, die von alien 5 getesteten Zelllinien exprimiert werden, sind: 



Cluster IncI 


Name 


No. 


J04509: 


Jun proto-oncogene related gene dl 


/cds=(12U 146) /gb=J04509 
/gi=198486 /ug=Mm.l 175 
/len=1147 


D63707: 


Mouse mRNA for hepatoma derived 
growth factor (HDGF), complete cds 


/cds=(61,774) /gb=D63707 

/gi=945418/ug=Mm.H41 

/Ien=1563 


U35142: 


Mus museums retinoblastoma-binding 
protein (mRbAp46) mRNA, complete cds 


/cds=(259,1536) 
/gb=U35142/gi=1016276 
/ug=Mm.l603 /len=1748 


X79233: 


Ewing sarcoma homolog 


/cds=(56,2023) /gb=X79233 
/gi=4885 12 /ug=Mm.22691 
/len=2188 


X89650: 


RAB7, member RAS oncogene family 


/cds=(156,779) /gb=X89650 
/gi=l 050550 /ug=Mm.4268 
/len=2089 


M61909: 


Avian reticuloendotheliosis viral (v-rel) 
oncogene homolog A 


/cds=(60,1709) /gb=M61909 
/gi=200025 /ug=Mm.28170 
/len=2424 


D63707: 


Mouse mRNA for hepatoma derived 
growth factor (HDGF), complete cds 


/cds=(61,774) /gb=D63707 
/gi=945418 /ug=Mm.l 141 
/len=1563 


AF011644: 


Mus museums oral tumor suppressor ho- 
molog (Doc-1) mRNA partial cds 


/cds=(0,330) /gb=AF01 1644 
/gi=23 05225 
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/ug=Mm.35847/len=981 


U35141: 


Mus musculus retinoblastoma-binding 
protein (mRbAp48) mRNA, complete cds 


/cds=(107,1492) 
/gb=U35141 /gi=1016274 
/ug=Mm.l2145 /len=1961 


X51528: 


Tissue specific transplantation antigen 
P198-7 


/cds=(18,629)/gb=X51528 
/gi=55049/ug=Mm.l3020 
/len=654 


Y13361: 


RAB7, member RAS oncogene family, 
pseudogene 1 


/cds=(0,623)/gb=Y13361 
/gi=2168154 
/ug=Mm.87807 /len=624 


Z50013: 


Harvey rat sarcoma virus oncogene 


/cds=(0,569) /gb=Z50013 
/gi=895862 /ug=Mm.6793 
/len=570 

/NOTE=replacement for 
probe set(s) 101005 at on 
MG-U74A 


AB021961: 


Mus musculus mutant p53 mRNA, com- 
plete cds 


/cds=(100,1272) 
/gb=AB021961 /gi=5421849 
/ug=Mm.222/len=1429 


AF012923: 


Mus musculus p53-inducible zinc finger 
protein (Wig-1) mRNA complete cds 


/cds=(173,1045) 
/gb=AF012923 /gi=2804680 
/ug=Mm.35705 /len=7661 


U28789: 


Mus musculus p53 -associated cellular 
protein PACT mRNA, partial cds 


/cds=(0,4764) /gb=U28789 
/gi=1546778 Aig=Mm.4480 
/len=5191 


Z22819: 


RAB24, member RAS oncogene family 


/cds=(0,61 1) /gb=Z22819 
/gi=438163 /ug=Mm.l8800 
/len=660 


AI850893: 


UI-M-BHO-ajt-g-07-0-UI.sl Mus muscu- 
lus cDNA, 3 end 


/clone=UI-M-BH0-ajt-g-07- 
0-UI/clone_end=3 
/gb=AI850893 /gi=5494799 
/ug=Mm.29105 /len=375 


M21019: 


Harvey rat sarcoma oncogene, subgroup R 


/cds=(l 1,667) /gb=M21019 
/gi=200676 /ug=Mm.257 
/len=949 


X65687: 


Thymoma viral proto-oncogene 


/cds=(283,1725) 
/gb=X65687/gi=287806 
/ug=Mm.6645 /len=2626 


AB021961: 


Mus musculus mutant p53 mRNA com- 
plete cds 


/cds=(100,1272) 
/gb=AB021961 /gi=5421849 
/ug=Mm.222 /len=1429 



